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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi determinar o papel do GDF-9 sozinho ou em combinação com 

FSH sobre a viabilidade, crescimento e expressão do RNAm para PCNA, HAS 1, HAS 2, 

versican e perlecan em folículos secundários bovinos cultivados in vitro. Para estudos in vitro, 

folículos secundários bovinos foram isolados e cultivados por doze dias, na presença de MEM 

sozinho ou suplementado com GDF-9 (200 ng/mL), FSH (D0-D6: 100 ng/mL e de D7-D12: 

500 ng/mL) ou ambos. Diâmetro folicular, viabilidade e formação de antro foram avaliados 

durante o cultivo. Para avaliar os níveis de RNAm para PCNA, HAS 1, HAS 2, perlecan e 

versican em folículos após 12 dias de cultivo, o RNA total foi extraído e o cDNA foi 

sintetizado. Os níveis de RNAm foram quantificados por PCR em tempo real. O teste 

Kruskal-Wallis foi usado para comparar o diâmetro folicular. O teste Qui-quadrado foi 

utilizado para comparar a porcentagem de viabilidade e formação de antro de folículos após o 

cultivo in vitro (p<0,05), enquanto ANOVA seguido pelo teste de Tukey foram utilizados 

para avaliar os dados de expressão do RNAm nos folículos cultivados (p<0,05). Os resultados 

mostram que após 6 dias de cultivo, FSH sozinho ou associado com GDF-9 aumentaram o 

diâmetro folicular em relação ao meio controle. Além disso, após 12 dias de cultivo, FSH 

promoveu um aumento no diâmetro folicular, enquanto a associação de FSH com GDF-9 

reduziu significativamente o diâmetro folicular quando comparado com folículos cultivados 

em MEM acrescido de FSH. Além disso, FSH e GDF-9 aumentaram a formação de antro 

após 12 dias de cultivo (P<0,05). Apesar de GDF-9 ter reduzido significativamente os níveis 

de RNA para HAS 1 quando comparado ao MEM, esse fator aumentou os níveis de versican e 

perlecan. Além disso, a presença de ambos FSH e GDF-9 aumentaram os níveis de RNAm 

para HAS 2, porém, reduziu os níveis de RNAm para PCNA. Além disso, FSH também atua 

reduzindo os níveis de RNAm para o PCNA. Em conclusão, FSH e/ou GDF-9 promovem o 

crescimento folicular e formação de antro, e GDF-9 estimula a expressão de versican e 

perlecan e interage positivamente com FSH para o aumento da expressão de HAS 2. 

 

Palavras-chave: GDF-9, FSH, bovinos, cultivo in vitro, folículos pré-antrais, RNAm  
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to determine the role of GDF-9 alone or in combination with FSH 

on growth, viability and on the mRNA expression of PCNA, HAS 1, HAS 2, versican and 

perlecan in bovine secondary follicles cultured in vitro. For in vitro studies, bovine secondary 

follicles were isolated and cultured for twelve days in the presence of MEM alone or 

supplemented with GDF-9 (200 ng/mL), FSH (D0-D6: 100 ng/mL and of D7-D12: 500 

ng/mL) or both. Follicular diameter, viability and antrum formation were evaluated during 

culture. To evaluate the mRNA levels for PCNA, perlecan, versican, HAS 1 and 2 in follicles 

after 12 days of culture, total RNA was extracted and cDNA was synthesized. The levels of 

mRNA were quantified by real time PCR. Kruskal-Wallis test were used to compare the 

follicular diameter. The chi-square test was used to compare the percentage of viability and 

antrum formation of follicles after in vitro culture (p<0.05), whereas ANOVA followed by 

Tukey's test were used to evaluate the mRNA expression data in cultured follicles (p<0.05). 

The results show that after 6 days of culture, FSH alone or associated with GDF-9 increased 

follicular diameter in relation to control medium. Moreover, after 12 days of culture, FSH 

promoted an increase in follicular diameter, while the association of FSH with GDF-9 

significantly reduced follicular diameter when compared with follicles cultured in MEM plus 

FSH. Furthermore, FSH and GDF-9 increased the antrum formation after 12 days of culture 

(P<0.05). Despite GDF-9 had significantly reduced the levels of mRNA for HAS 1 when 

compared to MEM, this factor has increased the levels of versican and perlecan. In addition, 

the presence of both FSH and GDF-9 increased mRNA levels for HAS 2, but reduced level 

those for PCNA. In addition, FSH also acts by reducing mRNA levels for PCNA. In 

conclusion, FSH and/or GDF-9 promotes the follicular growth and antrum formation, and 

GDF-9 stimulates the expression of versican and perlecan and interact positively with FSH to 

the increased expression of HAS 2. 

 

Keywords: GDF-9, FSH, bovine, in vitro culture, preantral follicles, mRNA 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As pesquisas vêm sendo realizadas com o propósito de criar oportunidades 

extraordinárias para a reprodução animal (TROUNSON et al., 1998) e proporcionado uma 

grande revolução na multiplicação de animais de elevado potencial econômico, especialmente 

na espécie bovina. Atualmente o Brasil detém o segundo maior efetivo bovino do mundo, em 

torno de 190 milhões de animais, sendo que a produção de carne bovina representa cerca de 

1,8% do Produto Interno Bruto - PIB (USDA, 2011). Desta forma, a realização de pesquisa 

que possibilitem uma rápida multiplicação de bovinos geneticamente superiores pode 

contribuir para o desenvolvimento da economia nacional. Nesse sentido, biotécnicas 

reprodutivas, tais como a inseminação artificial, sincronização de estro, fecundação in vitro e 

transferência de embriões são amplamente utilizadas. No entanto, grande parte destas 

biotécnicas priorizam o aproveitamento do potencial reprodutivo dos machos, mesmo diante 

do conhecimento de que o ovário mamífero mantém a fertilidade das fêmeas através de um 

estoque de oócitos imaturos inclusos em milhares de folículos pré-antrais, sendo portanto, 

prioritário o desenvolvimento de técnicas que utilize todo o potencial reprodutivo das fêmeas.  

Ao nascimento, os ovários das fêmeas mamíferas contêm milhares de oócitos imaturos 

inclusos em folículos pré-antrais (primordiais, primários e secundários), que constituem o 

estoque de folículos ovarianos e será utilizado durante a vida reprodutiva das fêmeas. Estes 

folículos representam uma fonte potencial de gametas fertilizáveis, mas poucos desenvolvem-

se até o estágio de folículo pré-ovulatório, pois a grande maioria morre por um processo 

denominado atresia (MARKSTRÖM et al., 2002). Neste contexto, o desenvolvimento de um 

sistema de cultivo eficiente é de suma importância para o crescimento in vitro de folículos 

pré-antrais até a obtenção de oócitos aptos a serem maturados e fertilizados in vitro, evitando 

assim as grandes perdas foliculares que ocorrem naturalmente in vivo. Além disso, o 

desenvolvimento desse sistema poderá contribuir para uma melhor compreensão dos diversos 

fatores implicados na foliculogênese inicial e no processo de atresia (FIGUEIREDO et al., 

2008). O estabelecimento de meios de cultivo adequados, associado com o estudo dos fatores 

que controlam o crescimento e a maturação folicular, possibilitarão o desenvolvimento de 

estratégias eficientes para o aproveitamento dos milhares de oócitos presentes em ovários 

bovinos.  

A foliculogênese ovariana é um processo complexo que é controlado por uma interação 

entre fatores de crescimento locais, como Fator de Crescimento e Diferenciação – 9 (GDF-9) 
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e gonadotrofinas. O papel das gonadotrofinas, principalmente do hormônio folículo 

estimulante (FSH) tem sido elucidado nos últimos 10 anos (VAN DEN HURK & ZHAO, 

2005), e alguns estudos demonstraram que a adição de FSH no meio de cultivo promove a 

inibição de apoptose e formação de antro em grandes folículos secundários isolados de 

diferentes espécies (murina: McGEE et al., 1997a; humana: WRIGHT et al., 1999; ovina: 

CECCONI et al., 1999; bovina: GUTIERREZ et al., 2000; suína: MAO et al., 2002). Em 

relação ao GDF-9, esse fator promove o crescimento do oócito, proliferação de células da 

granulosa e diferenciação de células da teca em pequenos e grandes folículos antrais bovinos 

(SPICER et al., 2006, 2008). Além disso, ORISAKA et al., (2006) mostraram que o GDF-9 

mantém a viabilidade e o crescimento folicular durante a transição da fase pré-antral para fase 

antral inicial em ratas.  

Para uma melhor compreensão do impacto dessas substâncias sobre a foliculogênese 

ovariana em diferentes espécies, no decorrer deste trabalho, serão abordados aspectos 

relacionados ao desenvolvimento e atresia folicular, principais sistemas de cultivo, com 

enfâse na importância do FSH e do GDF-9 para o desenvolvimento de folículos pré-antrais, 

bem como as técnicas de avaliação do crescimento folicular in vitro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Formação do ovário e dos folículos primordiais 

 

Os ovários dos mamíferos contêm milhares de células germinativas que serão 

utilizadas durante a vida reprodutiva da fêmea, desempenhando a função de liberação de 

oócitos maduros para a fertilização (McGEE & HSUEH, 2000). As células germinativas 

primordiais (CGPs) são derivadas do endoderma do saco vitelínico do embrião. Os principais 

fatores envolvidos na diferenciação destas células são os membros da família das proteínas 

morfogenéticas óssea (BMPs), especialmente a BMP-4 e a BMP-8b que são secretadas a 

partir do ectoderma extra-embrionário (LAWSON et al., 1999, YING et al., 2000). Após a 

proliferação celular, as células germinativas migram do saco vitelínico até a crista gonadal, 

onde colonizam a gônada primitiva, formando os cordões sexuais (PEPLING et al., 2001; 

ADAMS et al., 2008). A migração das CGPs do saco vitelínico para à crista gonadal é 

estimulada por diversos fatores, como o Kit Ligante (KL), que tem como função regular a 

migração, proliferação e/ou sobrevivência celular (GU et al., 2009).  

Após a colonização da crista gonadal, as CGPs continuam a divisão mitótica seguida 

de uma reorganização das organelas, originando as oogônias (SATHANANTHAN et al., 

2000). Estudos recentes mostraram que a ativação do receptor do ácido retinóico regula o 

início da meiose em camundonga (ANDERSON et al., 2008). Isto sugere que os genes 

ativados pelo ácido retinóico, como o gene 8 (STRA8), podem ser importantes para 

sobrevivência oocitária em bovinos (KOSHIMIZU et al., 1995) e camundongas (MENKE et 

al., 2003). Com a interrupção da meiose I na fase de prófase, as oogônias diferenciam-se em 

oócitos primários (HIRSHFIELD, 1991). Em seguida, os oócitos irão ser circundados por 

uma camada de células da pré-granulosa, as quais podem ser derivadas do mesonéfron ou do 

epitélio da superfície ovariana (McNATTY et al., 2000). Na grande maioria dos folículos 

primordiais recém formados, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e entram 

num período de quiescência (SAWYER et al., 2002), juntamente com o oócito. 

Alguns hormônios regulam a formação dos folículos primordiais, dentre eles pode-se 

citar o Estradiol (E2) e a Progesterona (P4) que reduzem a quantidade de folículos formados 

durante o cultivo de ovários de camundongas recém-nascidas (CHEN et al., 2007). O 

hormônio folículo estimulante (FSH) atua regulando a expressão do E2 no tecido ovariano 

durante a formação de folículos primordiais em hamster (WANG et al., 2008). Outras 
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substâncias também estão envolvidas na formação dos folículos primordiais, como as 

caderinas, que são glicoproteínas de membrana presentes na superfície celular e são 

importantes para a morfogênese. As N-caderinas estão envolvidas na adesão das células 

somáticas com o oócito durante a formação de folículos primordiais, enquanto que as E-

caderinas controlam a migração de oócitos durante a formação de folículos primordiais em 

hamster (WANG & ROY, 2010).  

Após sua formação, alguns folículos primordiais podem iniciar o crescimento 

imediatamente ou entrar em quiescência, quando as células da pré-granulosa param de se 

multiplicar até receberem sinais para entrar no pool de folículos em crescimento (McGEE & 

HSUEH, 2000). O início do desenvolvimento dos folículos primordiais pode ocorrer dias, 

meses ou anos após a sua formação (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005), sendo considerado 

o maior evento biológico que controla o potencial reprodutivo das fêmeas (McLAUGHLIN & 

MCIVER, 2009). 

 

2.2. Ativação e crescimento de folículos primordiais 

 

Após sua formação, os folículos primordiais podem seguir três possíveis destinos, ou 

seja, (1) morrer por atresia, (2) permanecer no estágio primordial ou (3) iniciar a transição 

para a fase de crescimento (Figura 1). O início do crescimento de folículos primordiais, 

também conhecido como ativação, é um processo que ocorre através da transição dos 

folículos do pool de reserva, ou folículos quiescentes, para o pool de folículos em crescimento 

(transição, primário, secundário, terciário e pré-ovulatório) (RÜSSE, 1983). O primeiro sinal 

da ativação folicular é a retomada da proliferação das células da granulosa, com a mudança na 

morfologia dessas células, que passam de pavimentosas para cúbicas, bem como o 

crescimento oocitário (HIRSHFIELD, 1991). A manutenção da quiescência, a sobrevivência e 

a ativação dos folículos primordiais são reguladas por complexos mecanismos moleculares 

coordenados por eventos inibitórios e/ou estimulatórios que envolvem diferentes substâncias. 

Vários trabalhos destacaram a atuação de uma série de substâncias que estimulam esse 

processo de ativação tais como: BMP-4 (KNIGHT & GLISTER, 2006; McGEE & HSUEH, 

2000), FSH (SILVA et al., 2004), Fator de Crescimento e Diferenciação-9 - GDF-9 

(MARTINS et al., 2008), Fator de Crescimento fibroblástico-2 - FGF-2 (MATOS et al., 

2007), Fator de Crescimento do Endotélio Vascular - VEGF (BRUNO et al., 2009), Fator de 

Crescimento Semelhante à Insulina– 1 - IGF-1 (MARTINS et al., 2009), Fator de 

Crescimento Epidermal - EGF (SILVA et al., 2004), Ativina-A (SILVA et al., 2006), 
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Peptídeo Intestinal Vasoativo - VIP (BRUNO et al., 2010), E2, P4 (LIMA-VERDE et al., 

2010), Proteína Morfogenéticas Óssea -7- BMP-7 (ARAÚJO et al., 2010) e Fator de 

Linhagem Germinativa Alfa - FIGLA (JOSHI et al., 2007). Outros estudos in vitro mostram 

que o KL atua melhorando a sobrevivência celular em oócitos de folículos primordiais através 

da fosforilação da via da Proteína Kinase - Akt (REDDY et al., 2005). Além disso, em 

ovários neonatais de ratas foi observado que o Fator de Crescimento Fibroblástico Básico 

(FGFb) pode promover a ativação dos folículos primordiais (NILSSON et al., 2001) e esse 

efeito pode ser devido a sua capacidade de aumentar a expressão do KL (NILSSON & 

SKINNER, 2004) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Destino dos folículos primordiais após sua formação: atresia folicular, transição para a fase de 

crescimento ou manutenção no estado primordial. Adaptado de TINGEN et al., 2009. 

 

Atualmente sabe-se que um dos principais fatores responsáveis pela quiescência dos 

folículos primordiais é o Forkhead transcription factor- FOXO3, um fator de transcrição que 

atua regulando a formação de folículos primordiais (CARLSSON & MAHLAPUU, 2002; 

JOHN et al., 2007). O KL atua na fosforilação e supressão funcional do FOXO3, estimulando 

a saída dos folículos primordiais do estágio de dormência para sua ativação e posterior 

crescimento (LIU et al., 2007). Em relação ao Hormônio Anti-mulleriano- AMH, esse fator 

atua suprimindo a ativação de folículos primordiais em camundongas (DURLINGER et al., 
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2002) e mulheres (CARLSSON et al., 2006). Alguns estudos mostram que a via 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) pode desempenhar um papel na regulação da ativação de 

folículos primordiais (LIU et al., 2006; REDDY et al., 2005). No entanto, o Homólogo da 

fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10 (PTEN), uma fosfatase lipídica, conhecida 

como uma antagonista da via PI3K, provoca uma supressão da ativação dos folículos 

primordiais através da manutenção da dormência desses folículos (REDDY et al., 2008). 

Além disso, em mulheres, a Proteína 1 de Esclerose Tuberosa (TSC1) possui a capacidade de 

suprimir a ativação folicular, regulando negativamente o Complexo 1 do Alvo da Rapamicina 

em mamíferos (mTORC1), que atua na manutenção da quiescência dos folículos primordiais 

(ADHIKARI et al., 2010). O mTORC1 é uma serina/treonina quinase que pode atuar 

promovendo a ativação dos folículos primordiais, regulando assim o crescimento e a 

proliferação celular em vários tipos de células em resposta a fatores de crescimento e 

nutrientes. Ao mesmo tempo, a sobrevivência de folículos primordiais é mantida através da 

PI3K presente no citoplasma que vai atuar iniciando a produção de fosfatidilinositol 3,4,5-

trisfosfato - PIP3 a partir do PIP2, no entanto, o PTEN converte o PIP3 em PIP2. Em estudos 

recentes verificou-se que TSC e PTEN manipulam a ativação folicular através da regulação 

negativa da proteína ribossomal S6 - rpS6 (ADHIKARI et al., 2009). Na ausência das 

moléculas que promovem a sobrevivência dos folículos primordiais, incluindo PDK1 e rpS6, 

todos os folículos primordiais são perdidos prematuramente a partir do seu estado quiescente 

(REDDY et al., 2009a) (Figura 2). 
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Figura 2. Via de sinalização PI3K, mostrando as moléculas que mantêm a dormência dos folículos primordiais 

incluindo PTEN, FOXO3, p27 e o complexo TSC1/TSC2, e as que mantêm a sobrevivência de folículos 

primordiais, incluindo PI3K, PDK1, mTORC1, S6K1 e rpS6. Adaptado de REDDY et al., 2009a.  

 

2.3. Crescimento de folículos primários e secundários 

 

Com a ativação dos folículos primordiais, as células da pré-granulosa que circundam o 

oócito sofrem alterações morfológicas passando de pavimentosas a cúbicas. Estas, por sua 

vez, se multiplicam acompanhando o crescimento do oócito, dando origem ao folículo 

primário. Nesses folículos, as glicoproteínas que irão formar a zona pelúcida (Zona pelúcida 1 

- ZP1, Zona pelúcida 2 – ZP2 e Zona pelúcida 3 – ZP3) (LEE et al., 2000; RANKIN et al., 

2001) começam a ser sintetizadas, tornando-se claramente visíveis apenas em folículos 

secundários (MATOS et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2008). Em bovinos, o diâmetro dos 

folículos primários varia de 40 a 60 μm, com o oócito medindo cerca de 30 a 40 μm de 

diâmetro (BECKERS et al., 1996). Embora a foliculogênese pré-antral não seja dependente de 

gonadotrofinas, os receptores para FSH (R-FSH) já são encontrados em folículos primários 

(OKTAY et al., 1997).  

Os fatores locais que agem no crescimento dos folículos primários para secundários 

são: GDF-9 (camundonga: DONG et al., 1996, roedores: NILSSON & SKINNER, 2002, 

2003; WANG & ROY, 2004, cabras: MARTINS et al., 2008, mulheres: HREINSSON et al., 

2002), BMP-7 (ratas: LEE et al., 2004), BMP-15 (ovelha: GALLOWAY et al., 2000, 
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roedores: FORTUNE, 2003), Ativina (vacas: HULSHOF et al., 1997, ratas: ZHAO et al., 

2001, camundongas: SMITZ et al., 1998, cabras: SILVA et al., 2006), EGF (vacas: 

GUTIERREZ et al., 2000, roedores: ROMANO et al., 1994, mulheres: ROY & KOLE, 1998, 

cabras: SILVA et al., 2004), FGF-2 (vacas: NUTTINCK et al., 1996), gatas: JEWGENOW, 

1996), ratas: NILSSON et al., 2001, FGFb (vaca: VERNON & SPICER, 1994), Fator de 

Crescimento Transformante β (TGF-β) (camundonga: LIU et al., 1999). 

Com a contínua proliferação das células da granulosa, ocorre a formação do folículo 

secundário, caracterizado pela presença de duas ou mais camadas de células da granulosa de 

morfologia cúbica ao redor do oócito. Durante esta fase, ocorre uma intensa atividade mitótica 

nas células da granulosa, que é regulada por inúmeros fatores, dentre os quais pode-se 

destacar o Antígeno Nuclear de Proliferação Celular (PCNA), uma proteína nuclear que atua 

como co-fator para a DNA polimerase e se expressa diferentemente de acordo com o ciclo 

celular. A sua taxa de síntese é diretamente proporcional à taxa de proliferação celular. Essa 

proteína constitui-se em um marcador de células em proliferação, sendo expressa durante a 

replicação do DNA, no início da fase G1, com expressão máxima na fase S e declínio na fase 

G2 (GAN et al., 1995; WANDJI et al., 1996). Sendo assim, um marcador operacional de 

proliferação celular marcando células tanto em proliferação como células em reparo 

(BACCHI & GOWN, 1993). A PCNA vai atuar quando três subunidades dessa proteína se 

ligam à braçadeira deslizante que está ligada à DNA polimerase durante a replicação do DNA 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3. União das subunidades da PCNA com a braçadeira deslizante que está ligada com a DNA polimerase. 

Adaptada de De ROBERTIS, 2006. 

 

Quando esses folículos apresentam quatro ou mais camadas de células da granulosa, 

ocorre o aparecimento das células da teca, aumentando a vascularização, possibilitando a 

atuação das gonadotrofinas nas células da granulosa e no oócito (VAN DEN HURK & 

ZHAO, 2005). As células da teca são originárias de células precursoras presentes no estroma 
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ovariano (HONDA et al., 2007) e apresentam características estruturais de células secretoras 

de esteróides, incluindo mitocôndria com cristas vesiculares, retículo endoplasmático 

agranular e vesículas lipídicas (MAGOFFIN, 2005). A mitocôndria contém a primeira enzima 

na via esteroidogênica, a enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol através do 

citocromo P450 - CYP11A e o retículo endoplasmático contêm o restante das enzimas 

necessárias para produzir os andrógenos, que são necessários para a produção de estradiol nas 

células da granulosa. A expressão do RNAm que codifica as enzimas esteroidogênicas foi 

observada em células da teca de folículos pré-antrais de bovinos, embora, em ovinos, a 

expressão da proteína reguladora aguda esteroidogênica (STAR) tenha sido bloqueada nessas 

células (BÁO & GARVERICK, 1998).  

O desenvolvimento das células da teca ao redor do folículo aumenta progressivamente 

sua vascularização, que está sob influência direta do VEGF. Em estudos recentes foi 

demonstrado um aumento da expressão de VEGF em células da teca de folículos de roedores, 

bovinos e suínos à medida que esses folículos alcançam o estágio de ovulação 

(RAVINDRANATH et al., 1992, REDMER et al., 2001, TAYLOR et al., 2004). Por outro 

lado, uma supressão de gonadotrofinas usando um antagonista de Hormônio Liberador de 

Gonadotrofinas (GnRH) resulta na redução da proliferação de células tecais e endoteliais e 

baixa densidade vascular nos folículos antrais (TAYLOR et al., 2004).  

Evidências demonstram que os precursores das células da teca residem no estroma 

ovariano e são recrutados por fatores liberados de folículos após serem ativados. Com isso, 

alguns fatores podem ser responsáveis pelo recrutamento destas células, enquanto que outros 

podem promover a diferenciação e proliferação. Dentre esses fatores temos o KL (PARROT 

& SKINNER 1997), FGFb (NILSSON & SKINNER, 2004), Fator inibidor da leucemia - LIF 

(NILSSON & SKINNER et al., 2002) e Fator de crescimento do keratinócito - KGF 

(PARROT et al., 1994) que estão envolvidos no recrutamento do estroma, enquanto que o 

Hormônio luteinizante- LH e IGF (MAGOFFIN & WEITSMAN, 1994), Insulina 

(BARBIEREI et al., 1984), KL (PARROT & SKINNER, 1997), GDF-9 (SPICER et al., 

2008) e KGF (PARROT et al., 1994) estão envolvidos na proliferação e diferenciação das 

células da teca (Figura 4). 
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Figura 4. Fatores envolvidos no processo de recrutamento do estroma e proliferação/diferenciação das células da 

teca. Adaptado de YOUNG & McNEILLY, 2010. 

 

Estudos recentes mostram que diversas citocinas e fatores de crescimento influenciam 

no crescimento de folículos secundários, entre eles pode-se destacar o GDF-9 (vacas: SPICER 

et al., 2008, cabras: SILVA et al., 2005, camundongas: HAYASHI et al., 1999), BMP-15 

(ovelhas: JUENGEL et al., 2002), Ativina-A (vacas: McLAUGHLIN et al., 2010, ratas: 

ZHAO et al., 2001, ovelhas: THOMAS et al., 2003), TGF- β (camundongas: LIU et al., 

1999), BMP-6 (vacas: GLISTER et al., 2004, ovelhas: JUENGEL & McNATTY, 2005, 

cabras: SILVA et al., 2006), BMP-7 (caprinos: ARAÚJO et al., 2010), FGF-2 (caprinos: 

ALMEIDA et al., 2012), EGF e IGF-1 (vacas: GUTIERREZ et al., 2000), Hormônio do 

Crescimento - GH (ratas: LIU et al., 1998) e FGFb (vacas: WANDJI et al., 1996). Além 

dessas substâncias, gonadotrofinas como FSH em vacas (GUTIERREZ et al., 2000) e porcas 

(MAO et al., 2002) e LH em camundongas (WU et al., 2000) também exercem esse efeito 

sobre os folículos secundários (Figura 5). 
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Figura 5. Fatores que influenciam o crescimento dos folículos primários e secundários. 

 

2.4. Crescimento dos folículos antrais (terciários e pré-ovulatórios) 

 

Com o desenvolvimento dos folículos secundários e organização das células da 

granulosa em múltiplas camadas ocorre a formação de uma cavidade repleta de líquido 

denominada antro, que confere a classificação dos folículos terciários em antrais e 

posteriormente em pré-ovulatórios (BARNETT et al., 2006). Com o desenvolvimento desses 

folículos, as células da granulosa são diferenciadas em células do cumulus (mais próximas ao 

oócito) e células murais (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O fluido antral formado é um 

composto rico em substâncias reguladoras derivadas do sangue (gonadotrofinas) que flui 

através dos capilares da teca ou secreções das células foliculares, como por exemplo, 

esteróides, fatores de crescimento e proteoglicanos. A produção desse fluido é intensificada 

pelo aumento da vascularização folicular e permeabilidade dos vasos sanguíneos que ocorre 

com o desenvolvimento do folículo. A formação do líquido folicular ocorre em função da 

síntese de moléculas osmoticamente ativas oriundas das células da granulosa, como os 

glicosaminoglicanos, que atuam carreando líquido para o interior do folículo, formando assim 

o fluido folicular (Figura 6). Em estudos anteriores foi evidenciado que a bomba de sódio 

contribui para o aumento da pressão osmótica na cavidade antral do folículo pré-ovulatório 

(GOSDEN et al., 1988). Dentre os proteoglicanos que atuam na formação do antro, os mais 

importantes são a Hialuronidase sintetase 1 e 2 (HAS 1 e 2), Versican e Perlecan. Com isso, 

podemos destacar o ácido hialurônico que é sintetizado por três enzimas (HAS 1, HAS 2 e 

HAS 3) presentes nas células da granulosa. Sabe-se que a HAS 2 pode ser induzida por 
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gonadotrofinas em células da granulosa de bovinos (SCHOENFELDER et al., 2003). Alguns 

estudos mostram que o proteoglicano sulfato de condroitina é um importante regulador do 

potencial osmótico no fluido folicular (CLARKE et al., 2006). Em relação às outras proteínas, 

foi identificado que o Versican também está presente no fluido folicular de bovinos (LEMIRE 

et al., 2002, McARTHUR et al., 2000, ERIKSEN et al., 1999). Essa proteína parece ser 

regulada por gonadotrofinas em células da granulosa de ratas (YANAGISHITA et al., 1981). 

Outras proteínas como Perlecan (McARTHUR et al., 2000) e seus RNAm (PRINCIVALLE et 

al., 2001, IRVING-RODGERS et al., 2004) foram detectadas em células da granulosa de 

folículos pré-antrais (McARTHUR et al., 2000) e antrais bovinos (McARTHUR et al., 2000, 

IRVING-RODGERS et al., 2004).  

 

 

Figura 6. Formação do fluido folicular decorrente da produção de proteoglicanos pelas células da granulosa. 

Adaptado de RODGERS & IRVING-RODGERS, 2010. 

 

Com a progressão do desenvolvimento, os folículos antrais tornam-se dependentes de 

FSH. Com isso, o desenvolvimento desses folículos pode ser subdividido nas fases de 

crescimento, recrutamento, seleção e dominância (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O 

recrutamento de um grupo de folículos antrais e a seleção de um folículo dominante são as 

principais características desta fase, e nas espécies monovulatórias, como a bovina, somente 

um folículo será ovulado (BAERWALD et al., 2003). 
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2.5. Atresia folicular 

 

A foliculogênese ovariana é um processo biológico complexo que envolve diferentes 

tipos celulares e suas interações (BONNET et al., 2008) e tem uma duração estimada de 6 

meses na espécie humana (GOUGEON et al., 2000). Dos milhares de folículos presentes nos 

ovários bovinos ao nascimento, os folículos pré-antrais representam 90% da população 

folicular, sendo que 95% deste total é constituído por folículos primordiais (SAUMANDE, 

1991). Todavia, apesar da grande população folicular, cerca de 99,9% não atingem a 

ovulação, pois morrem por um processo natural denominado atresia. Esse processo possui a 

capacidade de reduzir significativamente o número de oócitos que seriam ovulados, 

diminuindo assim o potencial reprodutivo das fêmeas.  

A atresia pode ocorre por via degenerativa e/ou apoptótica (FIGUEIREDO et al., 

2008). A via degenerativa da atresia inicia-se com uma redução da oxigenação celular durante 

a isquemia resultando em uma diminuição da produção de ATP, afetando o funcionamento da 

bomba de sódio e potássio presente na membrana celular. Isso resulta no aumento de íons 

sódio (Na
+
), acúmulo de íons cálcio (Ca

2+
), aumento do volume de água intracelular, 

agregação da cromatina, vacuolização citoplasmática, perda da integridade da membrana 

plasmática e consequente ruptura celular. Além da isquemia, outros fatores que podem levar a 

degeneração são estímulos tóxicos, degenerativos e imunológicos. Com a evolução da 

degeneração, a morte celular é identificada histologicamente como necrose (PADANILAM et 

al., 2003; BARROS et al., 2001). Durante a necrose, o conteúdo celular é liberado, causando 

dano às células vizinhas e uma reação inflamatória no local.  

A apoptose ou morte celular programada pode ser reconhecida por algumas 

características morfológicas e bioquímicas como a retração da célula que causa perda da 

aderência com a matriz extracelular e células vizinhas, as mitocôndrias podem apresentar 

ruptura da membrana externa e a cromatina sofre condensação (ZIEGLER & GROSCURTH, 

2004). Outra característica marcante da apoptose é a fragmentação internucleossômica do 

DNA e formação de “corpos apoptóticos” (SARASTE & PULKKI, 2000). A apoptose é um 

fenômeno pelo qual os folículos que não são selecionados para ovular são eliminados. Esse 

processo é altamente dependente da expressão de genes (BARNETT et al., 2006). O balanço 

estabelecido entre os genes pró-apoptóticos e anti-apoptóticos pode determinar a apoptose 

(HUSSEIN et al., 2005). Além disso, os inibidores de proteínas de apoptose (IAPs) estão 

envolvidos na sobrevivência de folículos (KUGU et al., 1998; LIU et al., 1998; SLOT et al., 

2006; FUJINO et al., 2008).  
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A progressão da apoptose pode ser dividida nas fases de iniciação, execução e 

terminação. A fase de iniciação pode ser promovida por fatores que irão ativar a via 

extrínseca, tais como citocinas (ex. Fator de Necrose tumoral-α, Fas ligand) e proteínas virais 

ou pela remoção de fatores de crescimento. Essa fase de execução também pode ser induzida 

por fatores que irão ativar a via intrínseca, tais como a irradiação ou o estresse oxidativo. 

Independentemente dos tipos de via, ocorre o envolvimento de uma ou mais caspases de 

iniciação, conhecidas como caspase 8 e caspase 9 (MORITA & TILLY, 1999; JOHNSON & 

BRIDGHAM, 2002). A fase de execução é caracterizada por mudanças na membrana celular, 

fragmentação nuclear, condensação da cromatina e degradação do DNA. Esta fase é 

considerada irreversível e ocorre devido à ativação das caspases efetoras (caspase 3, caspase 6 

e caspase 7). Finalmente, a fase de terminação consiste na fagocitose de corpos apoptóticos 

fragmentados através de um processo não inflamatório (JOHNSON, 2003).  

Para evitar a grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo pelas vias 

(apoptótica e/ou necrótica), vem sendo desenvolvidos sistemas de cultivo in vitro de folículos 

ovarianos, especialmente para folículos pré-antrais, visando aumentar o potencial reprodutivo 

das fêmeas. 

 

2.6. Sistemas de cultivo e técnicas de avaliação do desenvolvimento folicular in vitro 

 

2.6.1. Sistemas de cultivo in vitro 

 

Para o desenvolvimento de um sistema de cultivo de folículos pré-antrais eficaz, é 

essencial que ocorra um controle de variáveis que possam afetar direta ou indiretamente o 

ambiente, tais como, temperatura, CO2, oxigênio, controle das contaminações fúngicas e 

bacterianas e fatores que estão presentes no meio de cultivo como vitaminas, substratos 

energéticos, a presença de sais inorgânicos, aminoácidos, dentre outras substâncias (SILVA et 

al., 2004, 2005; TELFER, 2001).  

Diferentes sistemas de cultivo têm sido desenvolvidos para manter a viabilidade e 

promover o crescimento de folículos pré-antrais in vitro (VAN DEN HURK et al., 2000). 

Nesses sistemas, os folículos ovarianos podem ser cultivados dentro do próprio tecido 

ovariano (cultivo in situ) ou na forma isolada. Em roedores, devido à pequena dimensão da 

gônada feminina, os ovários são cultivados por inteiro no meio (FORTUNE, 2003). Por outro 

lado, em animais domésticos de médio e grande porte, devido às grandes dimensões dos 

ovários, alguns autores têm realizado o cultivo de pequenos fragmentos de córtex ovariano, 
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rico em folículos primordiais, com o objetivo de estudar a ativação folicular e o posterior 

crescimento de folículos primários (bovinos: BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997; humanos: 

ZHANG et al., 2004; caprinos: MARTINS et al., 2008). Apesar do cultivo in situ 

proporcionar a manutenção da integridade tridimensional dos folículos e a interação destes 

com as células do estroma, o cultivo de folículos pré-antrais isolados permite o estudo dos 

efeitos in vitro de hormônios e fatores de crescimento sobre os folículos secundários 

(FORTUNE, 2003). Esse procedimento mecânico é uma técnica de microdissecção, que 

permite o isolamento de grandes folículos pré-antrais (~200μm) do estroma ovariano com o 

auxílio de agulhas. Esta técnica possibilita a manutenção da integridade das camadas tecais 

presentes em grandes folículos pré-antrais (TELFER, 1998). 

O resultado mais satisfatório relacionado ao cultivo de folículos pré-antrais foi obtido 

por O’BRIEN et al., 2003 em camundongas, que utilizou um sistema de cultivo em dois 

passos (iniciando com o cultivo de folículos primordiais in situ até a formação dos 

secundários, que foram isolados e cultivados até a maturação), os quais mostraram que é 

possível obter crias viáveis a partir do cultivo de oócitos oriundos de folículos primordiais. 

Em ruminantes, o cultivo de folículos secundários já proporcionou avanços significativos 

como a produção de embriões (bubalinos: GUPTA et al., 2008, caprinos: SARAIVA et al., 

2010; MAGALHÃES et al., 2011a; ovinos: ARUNAKUMARI et al., 2010). No entanto, em 

bovinos, espécie de maior importância econômica, os avanços obtidos com cultivo de 

folículos secundários são limitados apenas à formação de antro (GUTIERREZ et al., 2000). A 

partir disso, observou-se uma grande necessidade de aprofundar os estudos relacionados à 

influência de importantes substâncias reguladoras da foliculogênese, como o FSH e o GDF-9 

no desenvolvimento folicular bovino. 

 

2.6.2. Técnicas de avaliação do desenvolvimento folicular in vitro 

 

Durante o crescimento folicular in vitro as técnicas de Reação em Cadeia da 

Polimerase - PCR em tempo real e Microscopia de fluorescência são frequentemente 

utilizadas para avaliar expressão gênica e viabilidade folicular, respectivamente. 

O estudo da expressão gênica, que envolve a análise de RNAm para diversas 

substâncias (ligantes e seus receptores) auxilia a compreensão do papel de hormônios e 

fatores de crescimento em cada fase do desenvolvimento folicular. A técnica de PCR em 

tempo real apresenta como principal importância determinar de forma rápida e exata as 

mudanças de expressão gênica resultantes de fenômenos patológicos ou fisiológicos. Assim, o 
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uso da PCR em tempo real possibilita correlacionar a fisiologia com os eventos moleculares e 

assim compreender melhor os processos biológicos (LEJONA et al., 2006). A normalização 

dos dados obtidos é realizada por meio da utilização de genes de referência. De acordo com 

critérios geralmente aceitáveis, um gene de referência adequado é um gene que não apresente 

variação na sua expressão em todas as amostras investigadas (ANDERSEN et al., 2004). Em 

folículos pré-antrais bovinos, os genes de referência que se mostram mais adequados como 

controle endógeno para a normalização das quantidades de mRNA durante análises de PCR 

em tempo real são o Gliceraldeído 3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) e Ubiquitina (UBQ) 

(REBOUÇAS et al., 2011).  

  Uma técnica bastante empregada para avaliar a viabilidade folicular após o cultivo in 

vitro é a microscopia de fluorescência, a qual utiliza marcadores fluorescentes, que quando 

excitados com radiação de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de 

comprimento de onda maior (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005). Em vários estudos, a 

técnica de fluorescência vem sendo utilizada para avaliar a viabilidade folicular após o cultivo 

in vitro (ROSSETTO et al., 2009; SILVA et al., 2010; MAGALHÃES et al., 2009a). Nesses 

trabalhos, os folículos foram analisados por fluorescência com base na detecção simultânea de 

células vivas e mortas marcadas por calceína-AM e pelo etídio homodímero-1, 

respectivamente. Enquanto a primeira sonda detecta atividade da esterase intracelular, enzima 

característica de células viáveis, a outra marca ácidos nucléicos em células não viáveis, com 

ruptura na membrana plasmática (LOPES et al., 2009). 

 

2.7. Importância do hormônio folículo estimulante (FSH) no controle da foliculogênese 

in vitro 

 

O FSH desempenha um papel fundamental na regulação das funções gonadais, sendo 

produzido e secretado pela glândula hipófise como uma glicoproteína de elevada 

heterogeneidade (ULLOA-AGUIRRE et al., 1995). As ações do FSH são mediadas nas 

células somáticas ovarianas através de receptores-específicos presentes na superfície das 

células da granulosa (MINJ et al., 2008). A ligação do FSH ao seu receptor resulta em uma 

variedade de reações, tais como a estimulação da proliferação celular e síntese de esteróides. 

O RNAm para os R-FSH foi encontrado em folículos primários e secundários bovinos 

(WANDJI et al., 1992) e caprinos (SARAIVA et al., 2011). Em folículos secundários, ocorre 

um aumento na quantidade de receptores para FSH em células da granulosa (SENEDA & 

BORDIGNON, 2007). 
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Embora os efeitos das gonadotrofinas sejam mais pronunciados sobre a foliculogênese 

antral, já foi demonstrado que o FSH estimulou a ativação e o crescimento de folículos 

primordiais caprinos cultivados in vitro (MATOS et al., 2007). Além disso, durante o cultivo 

de pequenos folículos pré-antrais (30-70 µm) bovinos, o FSH promoveu um aumento do 

diâmetro folicular (HULSHOF et al., 1995). Após seis dias de cultivo na presença de FSH, 

folículos primários e secundários (60-179 µm), isolados enzimaticamente de ovários de fetos 

bovinos, aumentaram o diâmetro, a sobrevivência folicular, bem como a secreção de 

progesterona e estradiol (WANDJI et al., 1996).  

Vários estudos in vitro têm mostrado que o FSH pode promover a formação de antro a 

partir do cultivo de folículos secundários avançados (camundongas: SPEARS et al., 1998; 

vacas: GUTIERREZ et al., 2000; cabras: ZHOU & ZHANG, 2005; ovelhas: CECCONI et al., 

1999; porcas: MAO et al., 2002). Embora os receptores de FSH não estejam presentes em 

folículos primordiais, o FSH parece exercer um efeito indireto sobre o desenvolvimento 

folicular inicial através da liberação de fatores parácrinos produzidos por folículos maiores ou 

pelas células do estroma ovariano (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). No entanto, folículos 

secundários isolados de ovários de cabra adquirem antro quando cultivados em meio sem 

adição de FSH, mostrando que este hormônio não é determinante para a formação de antro e 

crescimento de folículos nesta fase (SARAIVA et al., 2011).  

O FSH também é importante para a manutenção da morfologia dos folículos pré-

antrais caprinos após 7 dias de cultivo (MATOS et al., 2007). Do mesmo modo, estudos têm 

mostrado que o sucesso desses sistemas de cultivo in vitro na presença de FSH é influenciado 

por fatores, como a origem desta gonadotrofina (MAGALHÃES et al., 2009a) e o cultivo em 

meio sequencial (SARAIVA et al., 2011). Em estudos recentes foi demonstrado que a adição 

de FSH sequencial (Dias 0 – 6: 100ng/mL, Dias 7 – 12: 500ng/mL) ao meio de cultivo 

mantém a sobrevivência de folículos pré-antrais isolados e promove aumento da taxa de 

crescimento folicular e formação de antro em cabras (ALMEIDA et al., 2011) e cadelas 

(SERAFIM et al., 2010). Além dos efeitos diretos, estudos demonstraram que o FSH regula a 

expressão de vários fatores de crescimento, tais como KL, BMP-15 e GDF-9, que têm um 

papel importante na ativação e no posterior crescimento folicular (JOYCE et al., 1999, 

THOMAS et al., 2005), desempenhando com isso, um papel indireto no desenvolvimento 

folicular inicial. 
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2.8. Importância do Fator de Crescimento e Diferenciação-9 (GDF-9) no controle da 

foliculogênese 

 

2.8.1. Fator de Crescimento e Diferenciação – 9 (GDF–9) 

 

O GDF-9 é um fator de crescimento membro da superfamília de fatores de 

Crescimento Transformante-β (TGF-β), conhecidos por serem importantes reguladores da 

proliferação e diferenciação de vários tipos de células (TEN DIJKE et al., 2000). O GDF-9, é 

uma proteína homodimérica secretada pelo oócito (CHANG et al., 2002) que foi isolada e 

caracterizada primeiramente pela PCR, a partir de DNA genômico de rato (McPHERRON & 

LEE, 1993). Esta proteína já foi descrita como uma importante reguladora do 

desenvolvimento folicular no ovário mamífero (ORISAKA et al., 2006). 

O GDF-9 funciona como um dímero ligado não covalentemente, o qual pode se 

associar com o seu próximo parálogo, proteína morfogenética óssea (BMP-15/GDF-9B) 

(VITT et al., 2002). Uma característica diferente normalmente encontrada nos membros da 

superfamília TGF-β é a presença de sete cisteínas conservadas. Embora apenas seis destas 

cisteínas participem da estrutura tridimensional da molécula. A sétima cisteína é responsável 

pela formação de pontes dissulfeto intermoleculares entre os monômeros dos membros da 

superfamília TGF-β (XIAO et al., 2007). Entretanto, o GDF-9 de diferentes espécies não 

contém esse sétimo resíduo de cisteína (McPHERRON & LEE, 1993, JAATINEN et al., 

1999; HALM et al., 2008). Em adição, essa proteína tem vários sítios de glicosilação 

conservados (DUBE et al., 1998; McPHERRON & LEE, 1993). 

Na célula, o GDF-9 exerce seus efeitos através da ligação ao complexo de receptores 

serina-treonina quinase do tipo II (Receptor de BMP do tipo II-BMPRII) que em seguida 

recrutam os receptores do tipo I (Receptor de ativina ligada a kinase 5-ALK5), e após a sua 

fosforilação, ativam proteínas transdutoras de sinais citoplasmáticas da família SMAD 

(MAZERBOURG et al., 2004) através da ativação da via PI3K/Akt (ORISAKA et al., 2006). 

Esse fator leva à fosforilação específica de SMAD–2 e essa proteína transloca-se para o 

núcleo onde atua regulando ou inibindo a transcrição de genes (HATA et al., 1998) (Figura 

7). 
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Figura 7. Via de sinalização celular do GDF-9, seus receptores do tipo I e II (ALK-5 e BMPRII) e os 

mensageiros intracelulares (SMADS 2, 3 e 4). Adaptado de SPICER et al., 2008. 

 

2.8.2. Efeitos do GDF-9 na foliculogênese pré-antral 

 

Em modelos de camundongos knockout, a falta do gene GDF-9 funcional causa 

infertilidade através do bloqueio da foliculogênese no estágio de folículos primários, ausência 

de formação de células da teca e defeitos na competência meiótica do oócito, indicando que 

esse fator está associado com o desenvolvimento folicular inicial (DONG et al., 1996). A 

deleção do gene GDF-9 por recombinação homóloga em camundongas bloqueou a 

foliculogênese no estágio primário e a proliferação de células da granulosa cubóides não 

ocorreu (ELVIN et al., 1999b). 

A expressão do RNAm para GDF-9 foi demonstrada inicialmente no oócito de 

folículos em diversas espécies (roedores: HAYASHI et al., 1999; humanos: AALTONEN et 

al., 1999; ovinos: JUENGEL et al., 2002; bovinos: PENNETIER et al., 2004; caprinos: 

SILVA et al., 2005). A sua expressão em oócitos de folículos primordiais de ovelhas e cabras 

levantou a possibilidade de que o GDF-9 é essencial para a ativação de folículos primordiais e 

o seu subsequente desenvolvimento (SILVA et al., 2005). A expressão do RNAm em oócitos 
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de folículos primordiais de hamster levantou a possibilidade de que o GDF-9 é essencial para 

a diferenciação de células somáticas em células da pré-granulosa (WANG & ROY, 2006). O 

GDF-9 media a supressão dos genes em oócitos de folículos primordiais (LAN et al., 2004), e 

em contraste, camundongas deficientes para GDF-9, não apresentam o gene PTEN (REDDY 

et al., 2008).  

A injeção de GDF-9 recombinante em células da granulosa resultou no aumento do 

número de folículos primários e diminuição do pool de folículos primordiais, demonstrando 

que este fator de crescimento pode estar envolvido no recrutamento do folículo primordial em 

ratas (VITT et al., 2000b) e atua aumentando o crescimento e diferenciação de folículos 

primários e secundários em roedores (HAYASHI et al., 1999). Em ratas, o GDF-9 (50 ng/mL) 

atua promovendo o crescimento de folículos primários (NILSSON & SKINNER, 2002). Com 

isso, o GDF-9 estimula a manutenção da viabilidade folicular e a proliferação de células da 

granulosa do estágio primário para secundário após 7 dias de cultivo (HREINSSON et al., 

2002).  

Em estudos in vitro, observou-se que o GDF-9 promove o crescimento do oócito, 

proliferação de células da granulosa e diferenciação das células da teca em humanos (SADEU 

e SMITZ, 2008). Em bovinos, o GDF-9 estimula a proliferação de células da granulosa 

(SPICER et al., 2006) e de células da teca (SPICER et al., 2008) de pequenos (3-6 mm) e 

grandes (8-22 mm) folículos antrais. Nessa mesma espécie, a utilização de GDF-9 aumenta a 

formação de blastocistos (HUSSEIN et al., 2005). Na concentração de 200 ng/mL, o GDF-9 

exerce efeito sinérgico com o FSH sobre o crescimento e diferenciação de folículos pré-

antrais murinos (HAYASHI et al., 1999) e estimula a manutenção da viabilidade folicular e 

da proliferação de células da granulosa em humanos (HREINSSON et al., 2002). 

Recentemente, foi demonstrado que a adição de 200 ng/ml de GDF-9 ao meio de cultivo 

resulta na manutenção da sobrevivência folicular, no crescimento e no aumento do percentual 

de folículos secundários caprinos, mantendo ainda sua integridade ultraestrutural (MARTINS 

et al., 2008). O GDF-9 suprime ainda a apoptose de células da granulosa através da ativação 

da via PI3K/Akt, controlando a atresia do folículo ovariano durante o estágio pré-antral para 

antral inicial (ORISAKA et al., 2006). Neste caso, os folículos apresentam células da 

granulosa anormais e não adquirem uma camada da teca, indicando que este fator exerce uma 

ação parácrina sobre as células somáticas circundantes (DONG et al., 1996). Em ratas, 

ORISAKA et al., 2006 verificaram que a adição de 100 ng/ml de GDF-9 promove a 

viabilidade e o crescimento folicular durante a transição da fase pré-antral para fase antral 

inicial. 
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2.8.3. Efeitos do GDF-9 na foliculogênese antral  

 

Durante o cultivo de células da granulosa isoladas de grandes folículos antrais de 

camundongas, o GDF-9 induziu a expressão de Gremlin (PANGAS et al., 2004), um 

antagonista das BMPs (HSU et al., 1998). O GDF-9 promove a proliferação de células da 

granulosa, suprime a expressão do receptor de LH/CG (R-LHCG) em células da granulosa e 

estimula a expressão de genes nas células do cumulus, como a HAS 2 e a Cicloxigenase 2 

(COX2), que são necessários para a expansão do complexo cúmulus-oócito e ovulação 

(ELVIN et al., 1999a, 2000, FÜLOP et al., 1997). O tratamento com GDF-9 regula várias 

enzimas presentes nas células da granulosa, como a STAR, envolvidas na expansão do 

cumulus, na manutenção de um microambiente ideal de oócitos, sendo essencial para a 

ovulação normal, fertilização e reprodução feminina (ELVIN et al., 1999a).  

O GDF-9 exerce efeitos sobre a incorporação de timidina em células da granulosa ou 

da teca de folículos antrais de ratas, mostrando um efeito estimulador deste fator sobre a 

proliferação celular (VITT et al., 2000a). Em bovinos, o GDF-9 estimula a proliferação e 

inibe a produção de estradiol e de progesterona em células da granulosa de pequenos (3–6 

mm) e grandes folículos antrais (8–22 mm) (SPICER et al., 2006). Em alguns primatas, o 

RNAm para GDF-9 e sua proteína foram localizados em células da granulosa de folículos 

peri-ovulatórios (DUFFY, 2003). Em camundongas, a produção de androstenediona 

aumentou quando adicionou GDF-9 ao cultivo (SOLOVYEVA et al., 2000). Em bovinos, o 

GDF-9 estimula a proliferação das células da granulosa e inibe a produção de progesterona e 

androstenediona em células da teca de pequenos folículos, onde os efeitos inibitórios de GDF-

9 sobre a biossíntese de andrógenos estão associados com diminuições nos níveis de RNAm 

para R-LH e para a CYP11A1 (SPICER et al., 2008). Já no cultivo com células da granulosa, 

o tratamento com GDF-9 sozinho aumenta a produção de progesterona em ratas (VITT et al., 

2000b). 
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3. PROBLEMA E HIPÓTESES 

 

Conforme mostrado na revisão de literatura, a folículogênese é um processo complexo 

regulado por diferentes hormônios e fatores de crescimento. Especialmente relacionado ao 

FSH e ao GDF-9 levantou-se os seguintes questionamentos: (1) Será que GDF-9 associado ou 

não com FSH estimula o crescimento folicular, a formação de antro e mantêm a viabilidade 

em folículos secundários bovinos cultivados in vitro? e (2) Será que o GDF-9 e o FSH 

estimulam a expressão de RNAm para o PCNA e para as proteínas presentes no fluido 

folicular após o cultivo de folículos pré-antrais?  

Diante da problemática estabelecida, foram formuladas as seguintes hipóteses: (1) O 

GDF-9 associado ou não ao FSH estimula o crescimento folicular, a formação de antro e 

mantêm a viabilidade de folículos secundários bovinos isolados após o cultivo in vitro de 12 

dias; e (2) o GDF-9 e o FSH sozinhos ou em combinação promovem o crescimento folicular e 

a proliferação das células da granulosa, aumentando assim os níveis de RNAm para o PCNA 

e para as proteínas que auxiliam a formação do fluido antral. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

O estudo da foliculogênese em vacas é de grande importância, tendo em vista que o 

Brasil é um dos maiores produtores de carne bovina do mundo (~ 190 milhões de animais) o 

que representa cerca de 1,8% do PIB nacional. Quando se considera que ovário bovino 

contém milhares de folículos pré-antrais (~300.000) e que é possível isolar cerca de 70.000 

oócitos inclusos em folículos pré-antrais de um ovário bovino (De BEM et al., 1997), pode-se 

vislumbrar a produção de milhares de embriões a partir de um único ovário. Para isto, torna-se 

necessário desenvolver sistemas de cultivo in vitro que possibilitem o crescimento de 

milhares folículos pré-antrais até estarem aptos à maturação in vitro e compreender os 

mecanismos que regulam a dinâmica folicular in vitro. Apesar da enorme quantidade de 

informações produzidas durante as duas últimas décadas, o entendimento completo dos 

mecanismos controladores do desenvolvimento folicular ainda não foi alcançado. Enquanto 

em roedores já foram obtidas crias saudáveis a partir do cultivo in vitro de folículos 

primordiais (O’BRIEN et al., 2003), e em búfalos (GUPTA et al., 2008), ovinos 

(ARUNAKUMARI et al., 2010) e caprinos (SARAIVA et al., 2010) já foram obtidos 

embriões a partir de oócitos provenientes de folículos secundários. Em bovinos, espécie de 

grande importância econômica, os resultados são limitados apenas à formação de antro 

(McLAUGHLIN et al., 2010). 

Na tentativa de desenvolver um sistema ideal para o crescimento in vitro de folículos 

pré-antrais, diversas substâncias e fatores intraovarianos vêm sendo testados por equipes do 

mundo todo. Atualmente sabe-se que o FSH é o regulador primário da função ovariana e 

promove o crescimento folicular e a formação de antro em folículos pré-antrais cultivados in 

vitro em diferentes espécies. Embora o papel das gonadotrofinas sobre o desenvolvimento 

folicular venha sendo amplamente estudado há mais de duas décadas, sua associação aos 

fatores de crescimento produzidos localmente no ovário se tornou hoje, uma prioridade. 

Dentre estes fatores destaca-se o GDF-9, que possui um efeito positivo sobre a sobrevivência 

e viabilidade folicular, bem como na proliferação das células da granulosa e ainda pode atuar 

sinergicamente com o FSH sobre o crescimento e diferenciação dos folículos pré-antrais em 

humanos (HREINSSON et al., 2002). Este fundamento aliado à escassez de estudos sobre o 

efeito destas substâncias na foliculogênese bovina deixou clara a necessidade de estudar a 

influência do FSH e GDF-9 sobre o desenvolvimento in vitro de folículos pré-antrais bovinos 

isolados.  
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Para compreender os mecanismos pelos quais FSH e GDF-9 promovem o 

desenvolvimento folicular é de grande importância a quantificação dos RNAm para o PCNA e 

para os proteoglicanos (HAS 1, HAS 2, Versican e Perlecan), que estão, respectivamente, 

envolvidos na formação do fluido folicular e na multiplicação das células da granulosa. Além 

disso, para melhor avaliar a eficiência dos meios de cultivo testados é de fundamental 

importância o emprego da técnica de microscopia de fluorescência a fim de determinar a 

viabilidade dos folículos pré-antrais bovinos cultivados in vitro e, deste modo, melhor avaliar 

a eficiência dos meios e sistema de cultivo testados. 
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5. OBJETIVOS 

 Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: 

 

5.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

1) Avaliar o efeito do FSH e GDF-9 sobre o desenvolvimento in vitro de folículos 

secundários bovinos; 

 

2) Avaliar o efeito do FSH e do GDF-9 sobre a expressão do RNAm para o PCNA e para as 

proteínas (HAS 1, HAS 2, Versican e Perlecan) que estão envolvidas na formação do fluido 

folicular. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Determinar o efeito do FSH e GDF-9 sozinhos ou em associação, sobre a viabilidade, o 

crescimento e a formação de antro de folículos secundários bovinos cultivados in vitro por 12 

dias; 

 

2) Investigar a influência do FSH e GDF-9 sozinhos ou em associação, sobre os níveis de 

expressão de RNAm para PCNA, HAS 1, HAS 2, Versican e Perlecan através da 

quantificação por RT-PCR em tempo real. 
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6. ARTIGO I 
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Abstract 

The aim of this study was to determine the role of GDF-9 alone or in combination with 

FSH on growth, viability and on the mRNA expression of PCNA, HAS 1, HAS 2, Versican 

and Perlecan in bovine secondary follicles cultured in vitro. Bovine secondary follicles (~0.2 

mm) were isolated and cultured for 12 days in MEM
+
 alone (control) or supplemented with 

GDF-9 (200 ng/mL), FSH (D0-D6: 100 ng/mL and D7-D12: 500 ng/mL) or both. Follicle 

survival and growth, as well as antrum formation and mRNA expression for the cited factors 

were evaluated. The results show that after 6 days of culture, FSH alone or associated with 

GDF-9 increased follicular diameter in relation to control medium. Moreover, after 12 days of 

culture, FSH promoted an increase in follicular diameter, while the association of FSH with 

GDF-9 significantly reduced follicular diameter when compared with follicles cultured in 
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MEM plus FSH. Furthermore, FSH or GDF-9 increased the antrum formation after 12 days of 

culture (P <0.05). Despite GDF-9 had significantly reduced the levels of mRNA for HAS 1 

when compared to MEM, it has increased the levels of versican and perlecan. In addition, the 

presence of both FSH and GDF-9 increased mRNA levels for HAS 2, but reduced level those 

for PCNA. In conclusion, FSH and/or GDF-9 promotes the follicular growth and antrum 

formation, and GDF-9 stimulates the expression of versican and perlecan and interact 

positively with FSH to the increased expression of HAS 2. 

 

Keywords: bovine, culture, follicles, GDF-9, FSH, mRNA  

 

1. Introduction 

 

 Reproductive biotechniques used for in vitro embryo production depend on fertilizable 

oocytes, and the use these oocytes from preantral follicles could offer significant new ways 

for the propagation of valuable animal stocks (HAIDARI et al., 2008). However, during 

female reproductive life span, the vast majority of these follicles (99.9%) become atretic 

toward ovulation (SKINNER, 2005). In this context, the development of in vitro culture 

system capable of promoting the growth and development of preantral follicles from 

mammalian ovaries should be established. This efficient system could be employed for the 

treatment of infertily in humans, avoiding intensive ovarian stimulations, as well as in 

domestic animals in order to maximize the reproductive potential of genetically valuable 

individuals (DEMEESTERE et al., 2003; HAIDARI et al., 2008). Several authors have 

cultured secondary follicles (~0.2 mm) up to antral follicles (bovine: GUTIERREZ et al., 

2000; ITOH et al., 2002; ovine: ARUNAKUMARI et al., 2010; caprine: MAGALHÃES et 

al., 2011b; SARAIVA et al., 2011) using different growth factors and hormones.  
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Growth and differentiation factor-9 (GDF-9) is a member of the superfamily of 

transforming growth factor-β (TGF-β), known to be important regulators of proliferation and 

differentiation of various cell types (TEN DIJKE et al., 2000). The activity of GDF-9 is 

mediated by the formation of a heterodimeric complex and its type I, Activin Receptor-like 

Kinase Type 5 (ALK-5) (MAZERBOURG et al., 2004) and II (BMPRII) receptors (VITT et 

al., 2002). The mRNA expression of GDF-9 was initially demonstrated in the oocyte of 

follicles in several species (rodents: HAYASHI et al., 1999; human: AALTONEN et al., 

1999; sheep: JUENGEL et al., 2002; cattle: PENNETIER et al., 2004; goats: SILVA et al., 

2005). This growth factor has a stimulatory effect on cell proliferation, increasing so the 

expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in human (KEDEM et al., 2011). In 

cattle, the GDF-9 stimulates proliferation of granulosa cells (SPICER et al., 2006) and theca 

cells (SPICER et al., 2008) of small (3-6 mm) and large (8-22 mm) follicles. Recently, it was 

found that the addition of 200 ng/mL GDF-9 to culture medium for 7 days maintained the 

follicular viability and ultrastructure, and provides the growth of caprine preantral follicles 

enclosed in ovarian tissue culture (MARTINS et al., 2008). This same concentration of GDF-

9 alone or in combination with FSH, favored the in vitro growth of secondary preantral 

follicles, isolated from mouse ovaries (HAYASHI et al., 1999) and this association promotes 

the maintenance of viability and proliferation of follicular granulosa cells in humans 

(HREINSSON et al., 2002).  

Follicle stimulating hormone plays a key role in the regulation of gonadal functions, 

being produced and secreted by the pituitary gland (ULLOA-AGUIRRE et al., 1995). The 

actions of FSH are mediated at the ovarian somatic cell through of specific receptor presents 

on the surface of granulosa cells (MINJ et al., 2008). However, preantral follicles are 

sensitive to FSH because their receptors are expressed in bovine granulosa cells (XU et al., 

1995). Several in vitro studies have shown that FSH may promote the formation of antrum 
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during culture of secondary follicles (mice: SPEARS et al., 1998; cows: GUTIERREZ et al., 

2000; goats: ZHOU & ZHANG, 2005; sheep: CECCONI et al., 1999; swine: MAO et al., 

2002). 

As described in several studies both FSH and GDF-9 are important for follicular 

development in different species (FSH: goats: MATOS et al., 2007, MAGALHÃES et al., 

2009b; cows: GUTIERREZ et al., 2000, GDF-9: goats: ALMEIDA et al., 2011, MARTINS et 

al., 2008; mice: REDDY et al., 2009b). However, little is known about the mechanism by 

which these substances play their roles. Replication of follicular cells and expansion of the 

follicular antrum are both important, and both are probably stimulated by FSH and and GDF-

9. Proteoglycans and their glycosaminoglycan side chains are as osmotic solutes that act to 

increase the osmotic pressure inside of the follicle resulting in fluid accumulation (KOVACH 

et al., 1995; ISHIHARA et al., 1997).  Moreover, the effect of GDF-9 associated with FSH on 

the in vitro development of bovine follicles, and how these factors stimulate the expression of 

proteins present in bovine follicular fluid were not investigated.  

The objectives of this study were to evaluate the effect of FSH and GDF-9 on the 

growth and viability after in vitro culture of secondary follicles, as well as to evaluate the 

effect of FSH and GDF-9 on the expression of mRNA for PCNA, HAS 1, HAS 2, Versican 

and Perlecan in cultured bovine secondary follicles. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1. Ovaries 

 Ovaries (40 pairs) from adult cows were collected at a local abattoir. After collection, 

the ovaries were washed once in 70% alcohol for about 10 sec, and then twice in 0.9% saline 

solution supplemented with penicillin (100µg/mL) and streptomycin (100µg/mL). 
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Subsequently, ovarian pairs from each animal were transported to the laboratory within an 

hour chilled at 4 ºC (CHAVES et al., 2008).   

 

2.2. Preantral follicle isolation and selection  

 

In the laboratory, the ovaries from each animal were stripped of surrounding fat tissue 

and ligaments and fine slices of the ovarian cortex (1 - 2 mm) were cut from the ovarian 

surface using a sterile scalpel blade. The slices were subsequently placed into the 

fragmentation medium, consisting of α-MEM
+
 plus HEPES. Secondary follicles of 

approximately 0.2 mm of diameter were identified under a stereo-microscope (SMZ 645 

Nikon, Tokyo, Japan) and manually microdissected from strips of ovarian cortex using 26 

gauge (26 G) needles. Once follicles exhibited a visible oocyte surrounded by two or more 

layers of granulosa cells, an intact basal membrane, with no antral cavity, they were selected 

for culture.  

 

2.3. In vitro culture of isolated bovine preantral follicle 

 

After selection, follicles were individually cultured in 100 μL of culture medium under 

mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA). The control culture medium 

consisted of α-MEM (pH 7.2 - 7.4) supplemented with 3.0 mg/mL bovine serum albumin 

(BSA), insulin 10 µg/mL, transferrin 5.5 µg/mL and selenium 5 ng/mL (ITS), 2 mM 

glutamine, 2mM hypoxanthine and 50 μg/mL of ascorbic acid. Preantral follicles obtained 

were randomly distributed in the following treatments: α-MEM alone (culture control) or 

associated with fixed concentration of GDF-9 (200 ng/mL) or in α-MEM
+
 supplemented with 

increased concentrations of recombinant (rFSH) corresponding to sequential medium or both. 
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The sequential medium consisted: FSH 100 ng/mL from day 0 to day 6 and FSH 500 ng/mL 

(from day 7 to day 12). The follicles were incubated at 39ºC, 5% CO2 in air, for 12 days. On 

days 2, 4, 8 and 10 of culture, 60µL of the medium was replaced with fresh medium, except 

on day 6 of culture, where the total replacement of medium (100 µL) was performed in order 

to change the concentration of FSH.  

For each treatment, approximately 30 cultured follicles were collected for real-time 

PCR and 10 follicles collected for fluorescence microscopy analyses. The morphology and 

follicular diameter were assessed at the beginning and end of culture on the inverted 

microscope. In addition, the percentage of secondary follicles that reached antrum formation 

in vitro was determined. 

 

2.4. Expression of mRNA for PCNA and proteins present in fluid follicular in cultured 

follicles 

 

To evaluate the effect of GDF-9, FSH and their combination on expression of mRNA 

for HAS 1, HAS 2, Versican, Perlecan and PCNA after culture, three groups of eight follicles 

cultured in all treatments, were collected after 12 days and then stored at -80°C until 

extraction of total RNA.  

Total RNA extraction was performed using Trizol purification kit (Invitrogen, São 

Paulo, Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 800 µL of Trizol solution was 

added to each frozen samples and the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before 

centrifugation at 10,000 g for 3 min at room temperature. Thereafter, all lysates were diluted 

1:1 with 70% ethanol and subjected to a mini-column. After binding of the RNA to the 

column, DNA digestion was performed using RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/mL) for 
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15 min at room temperature. After washing the column three times, the RNA was eluted with 

30 µL RNAse-free water.  

Prior to reverse transcription, the eluted RNA samples were incubated for 5 min at 

70
o
C, and chilled on ice. Reverse transcription was then performed in a total volume of 20 L, 

which was comprised of 10 L of sample RNA, 4 L 5X reverse transcriptase buffer 

(Invitrogen, São Paulo, Brazil), 8 units RNAseout, 150 units Superscript III reverse 

transcriptase, 0.036 U random primers (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 10 mM DTT, and  0.5 

mM of each dNTP. The mixture was incubated for 1 h at 42
o
C, for 5 min at 80

o
C, and then 

stored at -20
o
C. Negative controls were prepared under the same conditions, but without the 

inclusion of the reverse transcriptase. 

Quantification of mRNA was performed using SYBR Green. PCR reactions were 

composed of 1 L cDNA as a template in 7.5 L of SYBR Green Master Mix (PE
 
Applied 

Biosystems, Foster City, CA), 5.5 µL of ultra-pure water, and 0.5 M of each primer. The 

primers were designed to perform amplification of mRNA for HAS 1, HAS 2, Versican, 

Perlecan, PCNA and housekeeping gene UBQ (Table 1). The thermal cycling profile for the 

first round of PCR was: initial denaturation and activation of the polymerase for 10 min at 

95
o
C, followed by 50 cycles of 15 sec at 95

o
C, 30 sec at 58

o
C, and 30 sec at 60

o
C. The final 

extension was for 10 min at 72
o
C. All reactions were performed in a real time PCR Realplex 

(Eppendorf, Germany). The delta-delta-CT method was used to transform CT values into 

normalized relative expression levels (Livak and Schmittgen 2001). 

 

2.4. Assessment of preantral follicle viability 

 

For a more precise evaluation of follicular quality after 12 days of culture, live/dead 

fluorescent staining was performed on cow isolated cultured follicles. Briefly, the follicles 
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were incubated with the fluorescent probes calcein-AM (4 µM) and ethidium homodimer-1 (2 

µM) (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) in 100 µL droplets of Phosphate 

Buffer Saline at 37ºC for 15 min. After incubation, the follicles were washed three times with 

TCM-HEPES and evaluated under a fluorescence microscope (Nikon, Eclipse 80i, Tokyo, 

Japan). The emitted fluorescent signals of calcein-AM (green) and ethidium homodimer-1 

(red) were collected at 488 and 568 nm, respectively. Oocytes and granulosa cells were 

considered to be alive if their cytoplasm was stained positively with calcein-AM and if 

chromatin was note labeled with ethidium homodimer-1. 

 

2.4. Statistical analysis 

 

In the analysis of discrete variables, i.e, number of normal morphologically follicles 

(follicular survival) and antrum formation during the culture period, data were grouped into 

"pools" for each treatment and analyzed by frequency dispersion by Chi-square test, being the 

results expressed in percentage. The results corresponding to the follicular diameter were 

subjected to tests of Bartlett and Shapiro-Wilk to verify of normality of distribution and 

homoscedasticity, respectively. Not having been confirmed to perform requirements analysis 

of variance, even after data transformation, the diameters were compared using the Kruskal-

Wallis nonparametric test. ANOVA using General Linear Model (GLM) procedure of SAS 

was used to test the effect of α-MEM
+
 alone or cultured with GDF-9, FSH or both on the 

relative expression of HAS 1, 2, Versican, Perlecan and PCNA on follicles submitted to 

culture for 12 days. If an effect of treatment were significant, data were further examined by 

Tukey test to locate differences among treatments. A probability of p<0.05 indicated that a 

difference was significant. Data are given as the mean ± standard deviation (SD).  
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3. Results 

3.1. Follicular growth, survival and viability 

 

Compared to day 0, preatral follicles cultured in medium supplemented with FSH, 

GDF-9 or GDF-9 + FSH had a significant increase in their diameter after 6 and 12 days of 

culture. On the other hand, follicles cultured in MEM alone had a significant increase in their 

diameter only after 12 days of culture (p<0.05, Table 2). When comparisons among 

treatments were performed after 6 days of culture, follicles cultured in the presence of FSH or 

FSH + GDF-9 had a significant increase in their diameter when compared with those cultured 

in MEM alone or supplemented with GDF-9. Moreover, after 12 days of culture, FSH, GDF-9 

or FSH + GDF-9 promoted a significant increase in follicular diameter when compared with 

MEM alone (p<0.05, Table 2). However, a positive interaction between FSH and GDF-9 was 

observed neither after 6 nor after 12 days of culture. In addition, at the end of culture, GDF-9 

inhibited the follicular gorwth stimulated by FSH. 

After 12 days of culture the rate of antrum formation significantly increased in the 

presence of FSH (64.71%) and GDF-9 (48.48%) when compared to the day 6 of culture. 

Moreover, the rate of antrum formation was significantly higher in FSH treatments (64.71%) 

or GDF-9 (48.48%) after 12 days of culture when comparing to the other treatments (p <0.05, 

Table 3). 

Regarding the rate of follicular survival, the control (MEM) reduced significantly the 

rate of follicular survival on days 6 and 12 of culture (p<0.05) when compared to day 0. On 

the other hand, the presence of FSH, GDF-9 or FSH + GDF-9 maintained the rate of follicular 

survival similar to day 0 until the end of culture (Table 4). When all treatments were 

compared to each other, there was no significant difference between them (p>0.05, Table 4).  
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Fluoresence analysis of bovine secondary follicles cultured for 12 days in MEM alone 

or supplemented with FSH, GDF-9, or both, showed that follicles considered morphologically 

normal during light microscopy analysis had positive reaction for calcein-AM, but not for 

ethidium homodimer-1 (Figure 1), which confirmed their viability.  

 

3.2. Expression of mRNA for proteins in fluid follicular and PCNA in cultured follicles  

 

Analysis of mRNA levels for proteins involved in antrum formation showed that 

follicles cultured in presence of GDF-9 had a small, but significative (P<0.05) decrease in the 

levels of mRNA for HAS 1, when compared to MEM (Fig. 2A). On the other hand, the 

presence of both FSH and GDF-9 significantly increased the levels of RNAm for HAS 2 (Fig. 

2B), which was not observed for follicles cultured in MEM alone or supplemented with GDF-

9 or FSH alone. In addition, follicles cultured in medium supplemented with GDF-9 or both 

FSH and GDF-9 had significantly higher levels of mRNA for Versican (Fig. 2C) than those 

cultured in MEM or MEM plus FSH (P<0.05). GDF-9 also significantly increased the levels 

mRNA for Perlecan when compared to other treatments (Fig. 2D). With regard to PCNA 

mRNA expression, after follicle culture, FSH alone or associated with GDF-9 significantly 

reduced the levels of this transcript (Fig. 2E) when compared to control medium. 

 

4. Discussion 

 

  In this study, the addition of FSH and GDF-9 promoted the in vitro growth of bovine 

preantral follicles. In fact, studies have reported the importance of both substances to the in 

vitro development of preantral follicles in different species (FSH: goats: MATOS et al., 2007, 

MAGALHÃES et al., 2009b; sheep: CECCONI et al., 1999, cows: GUTIERREZ et al., 2000; 
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pigs: MAO et al., 2002, GDF-9: goats: ALMEIDA et al., 2011, MARTINS et al., 2008; mice: 

REDDY et al., 2009b). In species different from bovine, the action of GDF-9 on follicular 

growth may be associated with its ability to stimulate the oocyte growth and follicular 

development (rat: HAYASHI et al., 1999, goat: MARTINS et al., 2008), granulosa cell 

proliferation and the differentiation in preantral follicles in small antral follicles of (immature 

rats: VITT et al., 2000b; humans: HREINSSON et al., 2002). However, in our study, GDF-9 

inhibited follicular growth stimulated by FSH after 12 days of culture. In rats, GDF-9 

suppresses the FSH stimulation of cAMP production, suggesting that this TGF-β-related 

hormone could modulate gonadotropin action by suppressing the protein kinase A pathway 

induced by FSH (VITT et al., 2000b). In addition, THOMAS et al., (2005) found no positive 

interation between FSH and GDF-9 during in vitro culture of mice preantral follicles. 

Furthermore, in sheep, a study of granulosa cells showed that FSH regulates the expression of 

specific receptors (BMPRII and ALK-5) that influences the action of GDF-9 (QIN CHEN et 

al., 2009). 

The action of FSH in promoting growth, survival and antrum formation can be 

attributed to the addition of this hormone to the medium in increasing concentrations 

throughout the culture. The addition of increasing concentrations of FSH was performed in 

order to meet the growing demand of developing follicles. Studies in goats showed that 

sequential addition of FSH (100 ng/mL from D0 to D6, 500 ng/mL from D7 to D12 and 1000 

ng/mL from D13 to D18) promotes viability and development from secondary to terciary 

follicles (SARAIVA et al., 2011). The mechanisms by which FSH increased follicles growth 

in this study is stil not clear, since this hormone did not stimutated the expression of proteins 

involved with antrum formation and have reduced the expression of PCNA after culture of 

bovine follicles. It is known that FSH is essential for granulosa cell differentiation and steroid 

synthesis (HUNZICKER-DUNN & MAIZELS, 2006), as well as for follicle maturation 
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(ADASHI et al., 1994). McGEE et al., 1997b showed that addition of FSH to medium 

enhances the progression of differentiation, as demonstrated by increased inhibin-a protein 

production. Thus, it can be hypothesized that FSH is favouring steroidogenesis, but not 

proliferation of granulosa cells.  

The presence of GDF-9 in culture medium increased the levels of mRNA for Versican 

and Perlecan and promoted of antrum formation in cultured follicles. Other studies confirm 

that the GDF-9 promotes the growth and the transition from preantral to early antral in rats 

(ORISAKA et al., 2006). Versican and Perlecan are proteoglycans that directly contribute to 

the osmotic potential of follicular fluid by virtue of the high sulfation status of chondroitin 

sulfate side chains attached to its core protein (RAHMANI et al., 2006). Perlecan and 

Versican were previously indentified in bovine (McARTHUR et al., 2000) and human 

follicular fluid (ERIKSEN et al., 1999), while their RNA were detected in granulosa cells 

(PRINCIVALLE et al., 2001, IRVING-RODGERS et al., 2004). Several studies have shown 

that antrum formation is an event independent of gonadotropins (macaca: GULYAS et al., 

1977; mice: HALPIN et al., 1986; human: HILLIER et al., 1994; rat: CAIN et al., 1995). In 

accordance to this information, FSH alone did not stimulate the expression of mRNA for a 

HAS 1, HAS 2, Perlecan and Versican in cultured bovine follicles. Thus, the mechanisms by 

which FSH has stimulated antrum formation in cultured bovine follicles are still to be 

completely elucidated. Probalby, the action of FSH in bovine follicles depends on endogenous 

GDF-9, since these two substances positively interacted and stimulated the expression of 

HAS 2. Other in vitro studies have shown that FSH stimulates antrum formation in several 

species (mice: SPEARS et al., 1998; rats: McGEE et al., 1997b; women: WRIGHT et al., 

1999; cows: GUTIERREZ et al., 2000; goats: ZHOU & ZHANG, 2005; sheep: CECCONI et 

al., 1999; porcine: MAO et al., 2002).  
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In the present study high follicular survival rates were obtained after culture in all 

treatments. This fact can be explained by use of a basal medium, extremely rich and able to 

provide the proper nutritional support to maintain follicular survival. In agreement with our 

results, α-MEM is also very efficient to promote survival of mouse preantral follicles (KIM et 

al., 2008). This medium presents high concentrations of precursors of DNA, ribonucleosides 

and deoxynucleosides with several substances such as vitamins, inorganic salts, antioxidants 

and energy substrates that have beneficial effect on survival follicular, independent of the 

addition of hormones and growth factors (HARTSHORNE, 1997; VAN WEZEL & 

RODGERS, 1996).   

In conclusion, this study demonstrates that addition of FSH and/or GDF-9 promote 

follicular growth, but these factors did not interact positively in follicular growth. Moreover, 

GDF-9 stimulates the expression of Versican and Perlecan and interacts positively with FSH 

to increase the expression of HAS 2. 
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Table 1. Primer pairs used in real-time PCR for quantification of proteins presents of follicular fluid and PCNA 

in cultured bovine follicles. 

 

Target gene Primer sequence (5´ 3´) Sense (s), 

anti-sense 

(As) 

Position GenBank accession 

no. 

UBQ GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT 

ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT 

S 

As 

607-631 

756-780 

GI: 57163956 

VERSICAN TTGGTGCGCTTTGTGAGCAA 

ATGGCCCACACGATTCACAA 

S 

As 

9515-9235 

9685-9705 

GI:31341650 

PERLECAN TGATGAGGCCTCGGGAGACT 

CGACACCTCTCGGAACTCCT 

S 

As 

19-39 

152-172 

GI:49617250 

PCNA TGCCGAGATCTCAGTCACAT 

TATGGCAACAGCTTCCTCCT 

S 

As 

566-586 

695-715 

GI:77735938 

HAS 1 TACTGGGTGGCCTTCAATGT 

AACTGCTGCAGGAGGTTGTT 

S 

As 

1636-1656 

1722-1742 

GI:297485936 

HAS 2 ACTCCTGGGTGGTGTGATTT 

TTCTTCCGCCTGCCACATTT 

S 

As 

2005-2025 

2149-2169 

GI:31342885 
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Table 2. Follicular diameter after culture of secondary follicles in MEM supplemented with GDF-9, FSH 

or both.  

 

                     MEM                                          FSH                                   GDF-9                               FSH+GDF-9 

D0 175.48±46.88 Ab 174.85 ± 46.73 Ac      178.37 ± 40.01 Ac 161.13 ± 35.16 Ab 

D6 188.12 ± 43.91 Bb 240.54 ± 71.86 Ab 213.53 ± 50.06 ABb 224.09 ± 56.44 Aa 

D12 215.17 ± 45.86 Ca 298.06 ± 85.77 Aa 250.38 ± 65.52 Ba 259.10 ± 83.13 Ba 

Uppercase letters represent distinct differences between columns (treatments). Lowercase letters represent 

significant differences between different lines (culture times). 
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Table 3. Antrum formation after culture of secondary follicles in MEM supplemented with GDF-9, FSH or both. 

  

 MEM FSH GDF-9 FSH+GDF-9 

D0 0.00% (0/31) 0.00%   (0/34) 0.00%   (0/33) 0.00%   (0/33) 

D6 19.35% (6/31) Aa 23.53%   (8/34) Ab 12.12%   (4/33) Ab 15.15%   (5/33) Ab 

D12 38.71% (12/31) Ba 64.71% (22/34) Aa 48.48% (16/33) Aba 36.36% (12/33) Ba 

Uppercase letters represent distinct differences between columns (treatments). Lowercase letters represent 

significant differences between different lines (culture times). 
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Table 4. Follicular survival after culture of secondary follicles in MEM supplemented with GDF-9, FSH or both. 

 
 MEM FSH GDF-9 FSH+GDF-9 

D0 100% (31/31) Aa 100% (34/34) Aa 100.00% (33/33) Aa 100.00% (33/33) Aa 

D6 93.55% (29/31) Aab 100% (34/34) Aa 100.00% (33/33) Aa 100.00% (33/33) Aa 

D12 87.10% (27/31) Ab 97.06% (33/34) Aa 93.94% (31/33) Aa 96.97% (32/33) Aa 

Uppercase letters represent distinct differences between columns (treatments). Lowercase letters represent 

significant differences between different lines (culture times). 
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Figure 1. Follicle isolated analyzed by fluorescence microscope (A, B); Preantral follicle cultured for 12 days in 

MEM (C, D); Preantral follicle cultured for 12 days in GDF-9; (E, F) Follicle preantral cultured for 12 days in 

GDF + FSH; (G, H) Preantral follicles cultured for 12 days in FSH. Scale bar represents 50 micrometers. 
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Figure 2. Relative expression of mRNA in bovine ovarian follicles (means ± SD) A) HAS 1 B) HAS 2 C) 

Versican D) Perlecan E) PCNA.  

AB significant difference between treatments (p<0.05). 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 A adição de FSH e/ou GDF-9 no meio de cultivo promove o crescimento folicular e 

formação de cavidade, porém a presença de ambos, FSH e GDF-9 não interagem 

positivamente para estimular o crescimento de folículos secundários em bovinos. 

 O cultivo de folículos secundários bovinos na presença de GDF-9 aumenta a expressão 

do RNAm para Versican e Perlecan, enquanto que FSH associado com GDF-9 

aumenta a expressão do RNAm para HAS 2.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciaram informações valiosas, sobre o 

efeito do FSH e do GDF-9 sobre a expressão do RNAm para PCNA e proteínas que estão 

envolvidas na formação do fluido folicular, como HAS 1, HAS 2, Versican e Perlecan. Além 

disso, foi evidenciada a participação do FSH e do GDF-9 na sobrevivência, formação de antro 

e na promoção do desenvolvimento dos folículos cultivados. 

Estudos adicionais poderão ser desenvolvidos, afim de melhor esclarecer o papel 

destas substâncias e suas interações sobre o desenvolvimento de folículos secundários. Estes 

estudos contribuirão para a elucidação dos mecanismos que regulam o desenvolvimento 

folicular in vitro. Em adição, à utilização de FSH e GDF-9 sozinhos ou em combinação com 

outras substâncias (fatores e/ou hormônios) para o desenvolvimento de outros meios 

sequenciais, pode ser uma alternativa de sucesso na busca por melhores resultados de 

crescimento folicular e posterior maturação oocitária.  
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